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应 用 二 乙 氨基 乙 基 葵 聚 糖 A 一 50 (DEAE-Sephadex A—50) 和 盐 浓 度 直 线 梯 度 洗 
脱 的 方法 ， 对 蛇 岛 产量 蛇毒 进行 了 福 层 析 分 离 ， 获 得 16 个 蛋白 峰 ， 并 对 柱 层 析 的 各 组 分 
进行 了 致死 活性 、 出 血 活 性 、 徐 组 激 驮 释放 活性 及 7 ARRAN. 

赂 蛇 是 我 国 居 毒蛇 类 中 分 布 最 广 的 一 种 毒蛇 。 根 据 现 有 资料 ， 贱 巡 在 国内 21 个 省 、 
自治 区 都 有 分 布 ， 且 每 年 都 造成 蛇 伤 。 

蛇 岛 位 于 旅顺 港 西北 25 逮 的 渤海 湾 中 ， 以 盛产 几 蛇 闻名 。 在 面积 不 到 一 平方 公里 的 
小 和 上 ， 育 居 着 数 以 万 计 的 昨 蛇 。 蛇 岛 气候 适宜 ， 每 年 春秋 两 季 路 过 的 候 岛 很多， 使 晶 
蛇 能 获得 充足 的 食物 来 源 ， 所 以 岛 上 的 蝇 蛇 一 般 个 体 较 大 ， 且 敌 害 很 少 ， 繁 欧 也 快 ， 因 
而 数量 较 多 ， 为 开展 刚 蛇 的 综合 利用 提供 了 很 好 的 资源 。 

关于 几 蛇 毒 的 分 离 纯 化 ， 日 本 大 肥大 学 蛋白 质 研究 所 的 Suzuki 实 验 室 报 导 较 多 。 
自 1963 年 开始 ， 该 实验 室 用 二 乙 氨 基 乙 基 纤 维 素 分 离 忠 本 产 娘 蛇 (Agkisirodon halys 
blomhof fii) 蛇毒 得 到 11 一 14 个 蛋白 峰 ， 对 其 中 三 个 和 量 据 酶 组 分 、 三 个 精 氨 酸 酯 酶 组 分 

~ 及 两 个 出 血 毒 素 还 进行 了 鉴定 和 纯化 57 一 ?1 

1976 年 ， 上 海 生理 研究 所 第 一 研究 室 蛇 毒 组 用 二 乙 氨基 乙 纤 维 素 分 离 浙 江 产 蜡 蛇 
(Agkistrodon halys pallas) ME, HR 5 个 主要 蛋白 峰 ， 他 们 还 对 其 中 的 神经 稼 组 
分 用 Sephadex G 一 50 进 行 了 进一步 纯化 521。 

1978 年 ， 涂 光 屠 等 应 用 二 乙 氨基 乙 基 共聚 糖 A 一 50 分 离 断 江 产 峡 蛇毒 ， 得 到 14 个 蛋 
白 堪 ， 并 测定 了 各 组 分 的 酶 活性 ， 描 述 了 一 个 大 规模 制备 晓 蛇 毒 故 酸 二 酷 酶 的 简便 、 经 
济 方 法 537。 

本 文 报导 了 上 蛇 岛 产 蜡 蛇毒 的 二 乙 氨基 乙 基 荀 沼 精 A 一 50 的 柱 层 析 分 离 结 果 ， 对 分 离 
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获得 的 16 个 蛋白 峰 的 致死 活性 、 出 血 活性 、 和 舒缓 激 肪 释放 活性 和 7 种 酶 活力 也 进行 了 测 
Æo 





材料 和 方法 
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A 一 50 系 上 海 长 征 制药 厂 产 品 ， 交 换 当 量 3.5+0.5 毫 克 当 量 / 克 《 干 重 ),100 一 200 目 ; 
酶 的 底 物 如 前 文 551。 

其 他 化 学 试剂 均 为 国产 二 级 试剂 。 

蛋 帕 质 浓 上 度 测 定 应 用 在 280 毫 微米 和 260 毫 微米 的 光 玛 收 ， 按 下 列 公式 计算 (7 

蛋白 质 浓 度 (毫克 /毫升 ) = 二 1,.45D ,so0~0.74D ,40 

D ,so 是 蛋白 质 深 液 在 280 毫 微米 下 浏 得 的 光 密 度 。 

D ,466 是 蛋 和 白质 海 液 在 260 毫 微米 下 测 得 的 光 密 度 。 

致死 活性 测定 ， 层 析 各 组 分 经 适当 稀释 后 用 昆明 种 小 白鼠 (体重 20+ 2 克 ) 作 致死 
活性 测定 ， 每 组 六 只 小 白 刀 ， 在 腹股沟 皮下 注射 0.2 毫 升 样品 溶液 ， 于 24 小 时 内 观察 E 
亡 情 况 。 

酶 活力 测定 如 前 文 L53。 

出 血 活性 测定 ， 参 考 Dmori 等 (8 描述 的 方法 ， 用 豚鼠 进行 。 豚 上限 先 经 表 部 前 E, 
在 前 毛 部 位 皮下 注射 0,1 毫 升 样 品 溶液 〈0.1 毫 克 / 毫升 ) ，24 小 时 后 将 豚鼠 杀 死 ， 将 皮 
保持 原状 并 固定 在 木板 上 ， 观 察 并 测量 出 血 性 的 大 小 。 

舒缓 激 肽 释放 活性 测定 ， 参 考 Rocha e Silva 等 (2 描述 的 方法 ， 用 豚鼠 回肠 进 行 。 
舒 绥 激 肽 原 按 Suzuki 等 aD 的 方法 自 新 鲜 牛 血 效 中 制备 。 豚 鼠 回 肠 的 收缩 用 电动 记 纹 鼓 
IK. 

紫外 分 光 光 度 计 系 民 主 德国 Zeiss 厂 产品 ， 型 号 3pecord US Vis 电动 记 纹 鼓 系 二 
医大 工厂 产品 ， 其 他 仪器 如 前 文 [57。 
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一 、 柱 层 析 分 离 

本 文采 用 的 柱 层 析 分 离 条 件 是 :二 乙 氮 基 己 基 葡 聚 精 和 一 50, 用 0.01 形 Tris 一 HCI 组 
冲 液 《pH7.5) 浸泡 装 柱 并 平衡 ， 柱 高 54 厘 米 ， 直 径 2 .5 厘米 。 蛇 岛 产 量 蛇 毒 700 毫 克 深 
于 5 毫升 上 述 缓冲 液 中 上 柱 。 庭 脱 分 两 步 进行 ， 第 一 步 用 平衡 缓冲 波 尝 脱 ， 第 二 步 加 
NaCl 直 线 梯度 洗 脱 。 捞 拌 瓶 ，1.200 毫升 缓冲 液 ， 贮 存 瓶 ，1.200 毫 升 缓冲 液 内 含 0.6 好 
NaCl。 洗 脱 液 用 部 分 收集 器 收集 ， 每 管 4 毫升 ， 每 小 时 收集 6 管 。 每 管 直 接 或 经 适当 稀 
SM QO ADR IC, HR), PRR, CHK MPA“ CABS 
基 荷 聚 糖 上 一 50 柱 良 析 分 离 后 ， 可 得 到 16 个 蛋白 峰 。 
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二 、 生 理 活性 的 分 布 ， 
收集 液 的 各 峰 主要 部 分 合并 后 ， 经 适当 稀释 进行 了 紫外 波段 扫描 及 生理 活性 的 测 


定 ， 结果 如 表 。 


表 ， et E 与 酶 活力 的 分 布 
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ARR, FERRARA, 

C1) 各 组 分 的 特征 吸收 峰 在 279 一 283 毫 微米 之 间 ，0.Das。 与 0.Duses 的 比值 在 
1.25 一 1.86 之 间 

(2) 蛋白 水 解 酶 的 分 布 较 宽 ， 峰 1 至 峰 8 KRU RRA KARI, 

(3) WARREN DHHS. Mg 7 FRIERE ARR, EUR 
10 和 蜂 16 的 活力 最 强 } 

《4 》 碱 性 磷酸 单 酯 酶 主要 集中 在 峰 93 

(5) AR- EMELEK ER 2 和 峰 3 ， 蜂 4 和 峰 5 也 有 酶 活力 # 

(6) 工 一 氨基 酸 气 化 醇 主要 集中 在 蜂 10， 由 于 此 酶 含有 FAD 辅 基 , 故 峰 10 的 收集 
PRCA DK DAF AD A BR SB Bb BB Hs 

(7) PARME PAIE 3 和 峰 4 

《8) 5 一 护 芽 酸 酶 集中 在 峰 2 AME 3 5 

CO) Hy ge HEE E45) H FERS 9 BMI RB, HP VOR, RASA KRG 
的 分 布 在 不 同 区 段 | 

(10) 致死 活性 主要 分 布 在 峰 9 和 峰 10， 其 最 小 全 数 致 死 剂 量 (MLD) ， 每 只 小 白 
BL CK H204 2 克 ) 为 80 微 克 ， 与 粗 毒 的 MLD 相 近 ! 

CD PARRAKLI HEM 8, EO KBRI, LKE, 

讨 论 

RAT CIR, USERRA SRT A, 由 于 既 具 有 离子 交换 的 性 能 ， 
又 具有 分 子 筛 效应， 加 之 交换 容量 比 离子 交换 纤维 素 大 ， 关 此 用 于 蛇毒 蛋白 的 分 离 ， 能 
取得 较 好 的 效果 。 本 文 应 用 二 乙 氨基 乙 基 葡 案 糖 A 一 50 分 离 蛇 岛 产 蜡 蛇毒 ， 得 到 16 个 蛋 
白 媒 ， 较 Suzuki 实 验 室 [7 一 9] 用 二 乙 氨基 乙 基 纤 维 素 分 离 日 本 产 羡 蛇毒 和 上 海 生理 研究 
所 523 用 二 乙 氨 基 乙 基 纤 维 素 分 离 浙江 产 峡 蛇毒 所 获 蛋 白峰 为 多 。 

除 选 用 不 同 的 离子 交换 剂 以 外 , 本文 还 采用 了 组 溃 深 液 加 NaCl 的 一 步 直 线 梯 度 洗 脱 
方法 ， 与 Suzuki 实验 室 应 用 三 次 醋酸 钠 回 形 梯度 洗 脱 比较 ， 可 保证 旺 析 过 程 pHH 值 的 稳 
定 ， 并 可 简化 分 离 手 续 。 

比较 本 文 同 Suzuki 实 验 室 07 一 9] 和 涂 光 化 等 人 53) 的 结果 不 难看 出 ， 日 本 产量 蛇毒 、 
蛇 岛 产 峡 蛇毒 和 浙江 产 峡 蛇毒 的 柱 层 析 图 谱 和 各 分 离 组 分 的 生理 活性 分 布 是 不 同 的 ， 日 
本 产 蝎 雍 毒 含 有 三 个 蛋白 水 甫 酶 ， 分 别 分 布 在 开始 、 中 间 和 最 后 的 蛋 白峰 中 ， 蛇 岛 产 蜡 
蛇毒 的 蛋白 水 解 入 分 布 在 图 谱 的 前 半 部 ， 而 浙江 产 居 蛇 画 的 蛋白 水 解 酶 孝 分 布 在 图 谐 的 
中 间 和 后 半 部 。 除 蛋白 水 解 醇 外， 其 它 诸 如 精 氨 酸 酯 棍 、 出 血 活性 和 5 一 核 昔 酸 酶 的 分 
布 也 有 区 别 。 这 就 说 明 ， 属 同一 种 但 属 不 同 亚 种 的 毒蛇 的 蛇毒 ， 它 们 的 组 成 及 组 分 的 性 
质 是 不 相同 的 ， 这 也 为 量 蛇 的 种 下 分 类 提供 某 些 依据 547。 

本 文 表明 ， 峰 工 只 有 和 蛋白 水 解 笈 活力 ， 而 不 具有 其 它 酶 活力 和 生理 活性 ! 工 一 氨基 
酸 氧 化 醇和 出 血 活性 主要 集中 在 峰 10; 磷酸 二 酯 酶 主要 集中 在 蜂 2 和 蜂 ARR 
KOT, 蛋 自 水解 酶 与 致死 活性 几乎 完全 无 关 。 这 些 结果 为 蛇 岛 产 坚 蛇毒 各 组 分 的 毒 理 
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Identification of Physiological Activities in the Venom 
of Agkisirodon halys (from Snake Island) 
After Fractionation by Chromatography 


Chen Jianzhi, Gu Kangfu Tu Guangchou 
(Shenyang College of Pharmacology) (Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Abstract 


The venom of Agkistrodon halys (from Snake Island) was fractionated on 
DEAE-Sephadex A—50 into sixteen different fractions, The experimental con- 
ditions are described, Some enzymatic activities (arginine ester hydrolase, 
proteinase, phosphomonoesterase, phosphodiesterase, [-amino acid oxidase, 
5’-nucleotidase and ribonuclease) as well as lethal, haemorrhagic and brady- 


kinin releasing activities have been determined for each fraction, 





